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(54) Title: METHOD FOR THE DETERMINATION OF CHARACTERISTICS AND/OR THE CLASSIFICATION OF CIRCU- 
LATING MACROPHAGES, AND ANALYSIS ARRANGEMENT FOR CARRYING OUT SAID METHOD 

(54) Bezeiclinung: VERFAHREN ZUR EIGENSCHAFTSBESTIMMUNG UND/ODER KLASSIFIKATION VON ZIRKULIE- 
^ RENDEN MACROPHAGEN SOWIE ANALYSEANORDNUNG ZUR DURCHFliHRUNG DES VERFAHRENS 

00 (57) Abstract: The invention relates to a method and an analysis arrangement for the determination of characteristics and/or clas- 



sification of circulating macrophages. The whole blood drawn is subjected to a gradient centrifugation for isolating macrophages. 
The macrophage cells are then perforated and provided with an intracellular colouring by means of at least one selected antibody. A 
flow cytometric analysis of the pre-treated cells enables a subsequent statistical evaluation of the cell contents. A prostate specific 
antigen, a cytokeratin and/or an epithelial membrane antigen are selected as the antibodies. 



(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren sowie eine Analyseanordnung zur Eigenschaftsbestimmung und/oder 
Klassifikation von zirkulierenden Macrophagen. Das entnommene Voilblut wird einer Gradientenzentrifugation zur Isolierung von 
Macrophagen unterzogen. Die Macrophagenzellen werden dann perforiert und mit einer intrazellularen Farbung mit mindestens 
einem ausgewahlten Antikdrper versehen. Eine durchflusszytometrische Analyse der vorbehandelten Zellen ermdglicht dann eine 
^ anschliessende statistische Bewertung der Zellinhalte. Als Antikdrper wird PSA, Cyto-keratin und/oder epitheliales Membranand- 
1^ gen ausgewahlt. 
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Verfahren zur Eigenscreftsbestimmung und/oder KlassifikatWvon zirkulierenden 
Macrophagen sowie Analyseanordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens 

Beschreibung 

Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur Eigenschaftsbestlmmung und/oder KJassifi- 
kation von zirkulierenden Macrophagen durch nicht zellelgene Antigene sowIe eine 
Analyseanordnung zur Durchfuhrung eines solchen Verfahrens. 

Aus Sinha, Wilson, Gleason: Immunoelectron microscopic localization of prostatic- 
speciflc antigen in human prostate by the protein A-gold complex. Cancer, 1987, 60, 
1288-91, ist es bekannt, elektronenmlkroskopische Untersuchungen von Zellen aus 
Prostatageweben vorzunehmen, wobei nach der erwahnten Literaturstelle normale 
Gewebe aus der Prostata, Prostata-Karzinomgewebe und Prostata-Hyperplaslege- 
webe mit Gold-gelabelten PSA-Antlkdrpern Inkubiert wurden. Die Untersuchungen 
ergaben, dass sich die Goldpartikel im Cytoplasma, in intrazellularen Granula, dem 
RES und Lysosomen befinden. MIt zunehmender Entdifferenzierung eines Tumors 
erscheinen mehr Gold-Partikel in Membranstrukturen. Dies wurde als ein Zelchen 
dafiir bewertet, dass PSA (Prostata-spezifisches-Antigen) mit zunehmender Entdif- 
ferenzierung der Tumorzellen in Membranstrukturen eingelagert wird. Ein welterer 
Aspekt der dortlgen Untersuchung war, dass Gold-Partikel ebenfalls In Granulozyten 
und Macrophagen erkannt wurden. 

t 

Bel durchflusszytometrlschen Untersuchungen wurden Zellen Im zirkulierenden Blut 
gefunden, die PSA-positIv waren. Bel den vorbekannten Untersuchungen wurden 
aber nur die Oberfiachen der Macrophagen fiir PSA gefarbt. 

Die Tatsache, dass kelne mRNA des PSA-Molekuls in den Macrophagen gefunden 
wurde, lasst nur den Schluss zu, dass nur das PSA-Molekul aufgenommen wird und 
es sich nicht urn die Elimination von MIkrometastasen handelt. Verwiesen sei hier 
auf Brandt, Griwatz, Brinkmann: Circulating prostate-specific antlgen/CD14-double- 
positive cells; a biomarker Indicating low risk for hematogeneous metastasis of 
prostate cancer, J.Natl. Cancer Inst. 1997; 89, 174. 

BekanntermaBen werden bosartige Veranderungen von gewebsstandigen Zellen, die 
in einem mehr oder wenlger geordneten Zelihaufen zusammenliegen, als Tumor be- 
zeichnet. Diese Tumorzellen missachten die Ordnung der Gewebe, wachsen unge- 
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hemmt und expandieren durch GroBenzunahme sowie durch Infiltration in das an- 
dere umliegende Gewebe, Organ, Oder wachsen uber die Organgrenzen hinaus in 
die Blutbahn und das Lymplisystem. 

Erreicht ein Tumor die Blutbalin Oder das Lymplisystem, so l<6nnen liier die Einzel- 
zellen oder Zellliaufen uber diese Systeme abschwimmen und sich als Tocliterge- 
schwulste, d.h. l^etastasen an anderen Orten des Korpers festsetzen. Hier bestelit 
die Gefalir, dass die l^etastasen weiter waclisen und dem Korper Energie rauben, 
bis dieser sciilieBlici^ verfallt und seiner Erl<ranl<ung erliegt 

Bei der Entwicl<lung eines solchen Tumors werden von den Tumorzellen Substanzen 
produziert, die dazu dienen, dieses Wachstum zu unterstutzen. Zusatzlicli l<6nnen 
Stoffe freigesetzt werden, die als Indilcator fur Tumorwaclistum Verwendung finden. 
Letztere werden als Tumormarl<er bezeiclinet. Diese Mariner sind aber nicht spezi- 
fiscli fur einen Tumor, sondern nur die Hoiie der gemessenen Konzentration Im Blut, 
da auch gesunde Zellen derartige Stoffe freisetzen konnen. Tumormarker kSnnen 
daher nicht der Auffindung eines Tumors, sondern nur zur Kontrolle des Krankheits- 
oder Therapieverlaufs herangezogen werden. Ein spezifisclier {barker fur einen Tu- 
mor ist das Prostata-spezifisclie-Antlgen (PSA), welciies ab einer gewissen Kon- 
zentration im Blut auf ein Prostatakarzinom hinweist. Eine gutartige VergroBerung 
der Prostata kann allerdings aucii eine Erhohung des PSA-Werts im Blut hervorrufen. 

Bisher werden Tumorerkrankungen vorwiegend uber bildgebende Verfaiiren, wie 
Ultraschall oder Computertomographie, Mammographie oder dergleichen diagnosti- 
ziert. Eine endgultige Entscheidung erfolgt allerdings erst nach einer tumortiaitigen 
Gewebeprobe mit Festlegung des Therapieverlaufs. 

Das dem menschlichen Korper eigene Immunsystem wirkt Tumorerkrankungen ent- 
gegen. Dieses Immunsystem besteht aus einer Reihe von verschiedenen Zelltypen, 
die unterschiedliche Aufgaben erftillen. Unter anderem haben die Macrophagen die 
Aufgabe, bestimmtes krankhaftes l^aterial zu erkennen und es zu phagozytleren und 
in seine Bestandteile zu zerlegen. AnschlieBend werden Fragmente der gefressenen 
Zellen an der Oberflache anderen Immunzellen prasentiert, damit diese die l^oglich- 
keit haben, die Struktur zu erkennen, gegen die vorgegangen werden soli. 

Es besteht ein dringendes Bedurfnis, bereits in einem fruhzeitigen Stadium eine Ei- 
genschaftsbestimmung von zirkulierenden Macrophagen vorzunehmen, ohne dass 
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unmittelbar Untersuchungen am menschlichen Korper vorgenommen werden mus- 
sen. 



Die Aufgabe der .Erflndung besteht darin, ein Verfahren sowie eine Analyseanord- 
nung anzugeben, mit deren Hilfe eine Eigenschaftsbestlmmung und/oder Klassifika- 
tion von zirkulierenden Macrophagen (PBMC) moglich wird. 

ErfindungsgemaB.wird davon ausgegangen, dass Antigene Oder Fragmente von pha- 
gozytierten Tumorzellen in zirl<ulierenden Macrophagen nachweisbar sind, so dass 
damit ein direl<ter und spezifischer Tumornachweis gefuhrt werden kann. 



ErflndungsgemaB wird eine Entnalime von Vollblut mit ansclilieBender Gradienten- 
zentrlfugation zur Isoilerung von l^acrophagen vorgenommen. Die Macrophagenzel- 
len werden dann perforiert und es wird eine intrazellulare FSrbung der Zellen mit 
mindestens einem ausgewalilten Antikorper realisiert. 



Im Anschluss wird auf die an sich bekannte Durchflusszytometrie zurQckgegriffen, 
um die Zellelgenschaften auf Einzelebene zu dokumentieren. 



Die Durchflusszytometrie ermoglicht das Zahlen und die Analyse von physikalischen 
und molekularen Eigenschaften von Zellen in einem Flussigkeitsstrom. Konkret wird 
mit Hiife von Fluoreszenzfarbstoff-marklerten Proben, z.B. Antikorpern, eine Be- 
stimmung der Eigenschaften von Zellen oder Zellpopulationen auf Einzelebene vor- 
genommen und dokumentiert. 

Grundlage ist hier die Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit Fluoressenzfarbstoff 
markierten Antikorpern durchgefuhrt wird. Zur Analyse werden die Zellen einer Ein- 
zelsuspension durch hydrodynamische Fokussierung an einem gebundelten Laser- 
strahl geeigneter Wellenlange vorbeigeleitet. Bel entsprechender Anregung der 
Elektronen des Fluoreszenzfarbstoffs durch den monochromatischen Laserstrahl 
werden diese auf ein hoheres Energienlveau gehoben. Nach dem Laserpuls fallen die 
Elektronen unter Abgabe von Energie in Form von Photonen auf ihr Ursprungsniveau 
zuruck. Die emittierte Photonenkonzentration, die durch einen Photodetektor regist- 
riert wird, verhalt sich proportional zur Menge an gebundenen Antikorpern je Zelle. 
Zusatzlich werden durch die Lichtbeugung und -streuung Informationen uber die 
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ZellgroBe und die Binnenstruktur, d.h. Granularitat des Zytoplasmas, die GroBe des 
Zelllcerns und so weiter gewonnen. 

Als ausgewahlte Antikorper kommen Prostata-speziflsche Antigene, Cytokeratln-An- 
tikdrper und/oder epitheliales Membranantlgen zur Anwendung. 

Uber die Farbung des PSA-Antikorpers in den Macropfiagen ist dann erfindungsge- 
maB bestimmbar, ob das phagozytlerte Material prostatarelevant ist. 

Die Analyseanordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens umfasst IWittel zur Heparini- 
sierung von entnommenem Blut, einen Grandientenzentrifugator zur Isolation von 
Macrophagen, Mittel zur Zellperforation, eine Einrichtung zur intrazellularen Farbung 
mit fluorochromierten Antikorpern der vorbehandelten Zellen und ein Durchflusszy- 
tometer mit rechnergestutzter Auswerteeinhelt zum Feststellen der intrazellularen 
Struktur der jeweils Isollerten und vorbehandelten Zelle zum Zwecke der Tumorfruh- 
erkennung. 

Die Erfindung soil nachstehend anhand eines Ausfuhrungsbeispiels naher eriautert 
werden. 

Im Schritt der Blutentnahme und FSrbung wird von beispielsweise 6 ml Vollblut aus- 
gegangen, das einer Heparinisierung unterzogen wird. Mit Hllfe der Grandienten- 
zentrifugation erfolgt eine Isolierung von Monozyten, Macrophagen und Lymphozy- 
ten. 

In einem nachsten Schritt wird eine Formaldehydfixierung und Saponinbehandlung 
der Zellen zum Zwecke der Perforation durchgefuhrt. 

Folgend schlieSt sich der Schritt der intrazellularen Farbung mit ausgewahlten Anti- 
korpern z.B. der nachstehenden Tabelle an. 

PSA-Antikorper Ab-1 (Clone ER-PRS) 

Pan-Cytokeratin-FITC 

Epithelial Membrane Antigen (Clone E 29) 

Isotypenkontrolle IgGl (Clone DAK-GOl) 
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Sekundarantikorper FITC Ziege-Anti-Maus (DAKO) 



Die entsprechend bis zur Analyse erneut fixierte Zelle wird dann mittels Durchfluss- 
zytometrie naher untersucht. Monozyten und Macrophagen werden gegated, d.h. es 
wIrd nur ein Tell der Messergebnisse zur Auswertung herangezogen und eine Vor- 
auswahl getroffen. 

Uber eine Histogrammauswertung wird dann die Isotypeni<ontrolle und Farbung be- 
urteilt und es erfolgt eine Angabe der positiven Zellen, z.B. in Prozent. 

Es hat sicli gezeigt, dass bei der Farbung der f^acrophagen mit Cytokeratin bei Rati- 
enten mit verstreutem Prostatatumor Anteile der Baustruktur von Gewebezellen in 
den zirkulierenden Immunzellen der entsprechenden Person zu fmden sind. Da diese 
Bauelemente nicht ursprUngliche Inhalte der Immunzellen darstellen, mussen diese 
durch Phagozytose aufgenommen worden seln. EIn unspezlfischer Effekt kann aus- 
geschlossen werden, da der aufgenommene Kurvenverlauf des Cytokeratins sich 
deutllch von dem des Isotyps unterscheldet. 

Die Farbung des PSA in Macrophagen beweist, dass es sich bei dem phagozytierten 
l^aterial um Prostatagewebe handein muss, da auch dieser spezifische l^arker 
nachweisbar ist. 

Insgesamt ist mit dem beschriebenen Verfahren und der zugehorigen Analyseanord- 
nung eine neuartige Methode zur Eigenschaftsbestimmung und Klassifikation von 
zirkulierenden Macrophagen gegeben, wobei die Klassifikation Aussagen uber mogli- 
Che prostatarelevante Inhalte zulasst. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Eigenschaftsbestimmung und/oder Klassifikation von 

zirkulierenden Macrophagen und/oder perlpheren blutmononuclearen Zellen mit 
folgenden Schritten: 

Entnahme von Vollblut sowie Gradientenzentrifugation zur Isolierung von 
Macrophagen, 

Perforation der Macrophagenzellen, 

intrazellulare Farbung der Zellen mit mindestens einem ausgewahlten 
Antikorper sowie 

durchflusszytometrlsche Analyse der vorbehandelten Zellen mit anschlleBender 
statist! scher Bewertung uber mehrere Zellen, 



2. Verfahren nach Anspruch 1, 
gekennzeichnet durch 

die Verwendung von Prostata-spezifischen Antigen (PSA), Cytokeratin und/oder 
epithellales Membranantigen als dem oder den auszuwahlenden Antikorpern. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
gekennzeichnet durch 

Histogram mauswertung der Isotypenkontrolle und Farbung nach durchgefuhrter 
Durchflusszytometrie. 

4. Verfahren nach einem der vorangegangenen AnsprCiche zum Erkennen von 
durch Phagozytose aufgenommenen Anteilen von Gewebezellen eines verstreuten 
Prostatatumors auBerhalb des menschlichen Korpers. 

5- Verfahren nach Anspruch 4, 
dadurch gekennzeichnet, dass 

uber die Farbung des PSA in den Macrophagen bestimmt wird, ob das phagozytierte 
Material prostatarelevant ist. 
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6. Analyseanordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der 

vorangegangenen Anspriiche, 

umfassend 

MIttel zur Heparlnlsierung von entnommenem Blut, einen Gradientenzentrifugator 
zur Isolation von Macrophagen, Mittel zur Zellperforation, eine Einrichtung zur 
Intrazellularen Farbung der vorbehandelten Zellen mit fluorochromierten Antikorpern 
und ein Durchflusszytometer mit reclinergestutzter Auswerteeinheit zum Feststellen 
der intrazellularen Struktur der jeweils isolierten und vorbehandelten Zelle zum 
Zweck der Tumorfruherkennung. 
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